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(54) Title: VACCINE COMPOSITION 



(54) Tttre ; COMPOSITION VACCINALE 

00 ( 57 ) Alwtracts invention concerns a vaccine composition comprising at least an antigen, a cationic lipid and an immmrostim- 
fN olatory oHgDnncleotide. Said vaccine composition Is particularly designed to induce an immune response of the Thl type and a 
^» cytotoxic Tresponse when administered by parenteral delivery, and to induce a Th2 type immune response when delivered through 
GO the mucous system. Said imposition is of particular interest when the clonic lipid is DC choL 

Q C 57 ) Abrege' : L'invention conceme une composition vaccinale comprenant au moins on antigene, on lipide cationiqne et un oligo- 
nucleotide rmmunostimnlanL Cette composition vaccinale est particuK&rement destinee k Finduction d'une reponse immnnitaire de 

W tyV 0 ^1 ^ d'une reponse T cytotoxiqae tors de son adnnmstration par voie parenterale, et a Finduction d'une reponse immnnitaiie 
de type Th2 lors de son adininistration par voie mnqueose. Cette composition vaccinale est d'on inter&t particulier lorsque le Hpdde 
catioiriqne est du DCchoL 
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COMPOSITION VACCINALE 

L'invention est relative au domaine des compositions vaccinates. Plus particulterement, 
Invention concerne une composition vaccinale adjuvee. 

On connart dans Tart anterieur de nombreux adjuvants susceptible9 d'etre utilises dans le 
domaine des vaccins afin d'ameliorer la reponse immunttaire induite lore de leur administration. 
Ainsd, par exemple, la demande de brevet W096714831 decrit lutilisation d'adjuvants 
10 eonstitues par des composes amphipathiques comprenant un group ement lipophile derive d*un 
sterol fie&un gtoupement cationique, tela que le 3 p-[N^ J N^^ylammo6thane> 
carbamoyl] cholesterol, encore appete" DC choL 

La demande de brevet WO98/18810, quant a elle, decrit des nucleotides dont la sequence 
micleotidique possede des motifi particuHers (un dinucleotide CG encadre par 1'Adenine, la 
15 Guanine ou la Thymine dun cote" et la Cytosine ou la Thymine de l'autre e&te), pour leur 
utilisation en tant qtfiinmunostmmlants, notamment lors de l'administration de vaccins. 
Ces demandes ne sont que des exemples parmi Rmportante litterature relative 4 ce sujet. 
Or, bien que de nombreuses substances aient ete decrites dans l'art anteneur en relation avec 
leurs proprietea d'adjuvants vacdnaux, on cherche toujours a ameliorer la qualite et l'efficacite 
20 des vaccins grace, notamment, k lutilisation de nouveaux adjuvants qui permettraient, soit de 
diminuer la quantite d'antigenes presents dans le vaccin pour obtenir une reponse imnmnitaire 
satisfaisante, soit d'orienter la reponse hmmmitaire dans la direction souhaitee en fenction, par 
exemple, de la maladie concernee, de la voie d'admmistration choisie ou de l'effet recherche 
(prevention ou traitement). 
25 Une des difficultes est liee au fiut que, meme si les reponses du systeme immunftaire sont de 
mieux en nrieux connues, 3 reste tres difficile, voire impossible, de les anticiper, et que tres 
souvcnt, la combmaison de 2 adjuvants conduit a un resultat decevant, sort parce que la 
toxiciti est alors trop grande, soh parce que chacun des adjuvants, actif isolement, semble 
avoir un effet inhibiteur ou neutralisant sur l'adjuvant qui lui est associS. 
30 Le but de la pr&ente invention est done de proposer une nouvelle composition vaccinale dont 
ltanrainogenicfte est ametioree par rapport a l'art anterieur, Le. que la reponse hmminttaire 
induite consecutivement a son administration est augmentee par rapport a l'art anterieur . 
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Pour atteindre ce but, invention a pour obj est une composition vaccinale comprenant au moins 
un antigene*, un lipide catiomque et un oligonucleotide iimxumostimulant 
En effet, on a remarque, de fagon inattendue, quB y avait une synergie dans faction adjuvante 
de ces 2 substances (le lipide cationique et roligonucl&rtide immunostunulant) vis-i-vis d\m 
S antigene, Iorsqu'dles &aient administrdes simultan6neixt 

Llnvention a egalement pour objet lhitilisation d*une composition comprenant au moms un 
lipide cationique et un oligonucleotide pour la i&rication dW vacdn capable d'induire une 
r^ponse immunitaire sp6cdfique de type Thl, iorsque cette composition est admiiristrfe par vote 
10 parent&ale, 

Ltovention a ggalement pour objet l'utDisation dHme composition comprenant au moins un 
lipide cationique et un oligonucleotide pour la fabrication dHin vacdn capable d'induire une 
forte xgponse cytotoxique, en particulier une r^ponse T cytotoxique, Iorsque cette composition 
15 est administrfe par voie parenteral. „ 

I/invention a ^galement pour objet l^itOisation d'une composition comprenant au moins un 
lipide catiomque et un oligonucleotide pour la febrication dHin vacdn capable dinduire une 
rgponse immunitaire sp&ifique de type Th2, Iorsque cette composition est administree par voie 
20 muqueuse. 

L/invention a egalement pour objet ^utilisation dHme composition comprenant au moins un 
antigene, un lipide cationique et un oligonucleotide pour la fabrication dHm vacdn capable 
d'induire une forte production d'anticorps IgA specifiques dudit antigene, Iorsque cette 
25 composition est administree par voie muqueuse. 

Selon une caracteristique de Invention, ledit lipide cationique est du DCchoL 

Selon une caracteristique particulidre de Knvention, ledit antigfene est un antigene du virus de 
30 la grippe ou un antigene du virus VEBL 

La prfsente invention sera ndeux comprise k la lecture de la description d&ta916e qui va suivre. 
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Par composition vaccinate au sens de la pr&ente invention, on entend une composition 
susceptible d'etre administrfe k rhomme ou i Fanimal afin dfoduire une reponse du syst&me 
immunitaire; cette rdponse du syst&me immunitaire pouvant se traduire par une production 
S d'anticoips ou implement, par une activation de certaines cellules, notamment les cellules 
prfsentatrices d'antig&aes, les lymphocytes T, les lymphocytes B. La composition vaccinate 
peut fitre une composition k vis& prophykctique ou 4 vis£e th&apeutique, ou encore les deux. 

La composition vacdnale part Stre administree par toutes les voies habitudlement utilis&s en 
10 vaccination; elle pr&ente, cependant, des caract&istiques particulteres selon la vote 
^administration, dans la mesure ou elle induit des reponses immunitaires spedfiques distinctes. 
Ceci est particuli&ement avantageux si l'on d&ire orienter la reponse immunitaire vis-d-vis 
d*un antigtee particulier. 

Par exemple, dans le cas des mioroorganismes ayant une porte d'entr6e mnqueuse, a peut etre 
15 intfressant d'induire une reponse immunitaire de type muqueuse, avec production 
d'immunoglobulines A spedfiques. 

Ainsi, il peut Stre tatfressant de rechercher ce type de reponse dans la vacdnaticm centre les 
virus a porte d'entr6e respiratoire (Virus Synctial Respiratoire, virus de la grippe, parainfluenza 
virus, etc...), a porte d'entrfe digestive (virus de la potto, rotavirus,...) ou encore k porte 

20 d'entrfe vaginale ou rectale ( VIH, hyalite B,....) 

De la mSme &$on, une reponse immunitaire de type muqueux est recherctote dans les 
affections bact&iennes provoqutes par exemple par Chlamydia, Neisseria gonorrheas, 
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis. 
Par centre, dans d'autres cas, on souhaite phitdt induire une reponse de type TH1 avec 

25 production de cellules cytotoxiques; ced est notamment te cas pour les virus non 
cytopafhiques tels que les cytomegalovirus, les microorganismes intraceflulaires (Bacilte de 
Koch, des parasites comme Faldparum ou Leishmania, des bact&ies telles que Listeria, 
Legionella, Yersinia enterolitica) ou d'autres comme les Spirochetes. 
Dans certains cas encore, on peut souhaiter induire phisieurs types de r6ponse; (test 

30 notamment te cas pour la grippe ou le Sida. Dans de tels cas, la composition selon Invention 
est d*un int<§r§t tout particulier, car elle permet, alors, d'obtenir difffrents types de reponse du 
systfeme immunitaire. 
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Par antigdne au sens de la pr&ente invention, on entend tout antigfene susceptible d'etre utilise 
dans un vaccin, quB s'agisse de germe enlier ou de sous-unite et quelle que soit sa nature: *• 
peptide, protSne, glycoproteins, polysaccharide, glycofipide, lipopeptide...ete. II peut s*agirf 
(fantigftnes viraux, bact&iens ou autres; le terme antigfcne comprend egalement les 
polynucleotides dont les sequences sont choisies pour coder les axxtig&nes que Pon soubaite 
voir exprimes par les todividus auxquels sonl administrfa les polynucleotides, dans le cas de la 
technique dfaimunisation que Ton appelle immunisation ADN. II peut ^alement s'agir dta. 
ensemble d'antigfines, notamment dans le cas d"une composition vaccinate muWvalente qui 
comprend des antigenes susceptibles de prot6ger contre plusieurs maladies, ou da n s le cas 
dHme composition qui comprend plusieurs antigftnes difl&rents pour prot6ger contre une seule 
maladie, ainsi que cela est le cas pour certains vacdns contre la coqueluche ou la grippe par 
exemple. 

Par lipide cationique au sens de la prfeente invention, on eniend un compose fonne dHine.; 
partie grasse (par exemple une ou plusieurs chaines hydrophobes ou un noyau sterol) et (Tune . 
tSte polaire chaigte poaitivement au pH physiologiquein particulier, il port s'agir d^m 
compost comprenant un groupement lipophile derive d*un sterol fie 4 un groupemenl 
cationique et notamment un derive de cholesterol relie h un ammonium quaternaire ou & une 
amine protonable par une liaison carbamoyl Une telle liaison pr&ente en eflfet Tavantage 
d'etre hydrofysable dans la ceHule.De tels composes peuvent se trouver sous fonne basique, 
sous fonne de sel, ou encore, et est le cas le phis frequent, ilafbis sous les 2 formes en 
equilibre dans un melange, le deplacement de l'eqirilibre vers Fune ou l'autre forme dependant 
de la composition du melange et notamment de son pR Un des Kpides cationiques 
particulidrement interessant aux fins de Pinvention est le DCchol qui peut &re obtenu & partir 
de cfaolesteryl chloroformate et de N, N^ethylethjdenediamine^ selon la methode decrite 
dans le brevet US 5283 1 85 ou de fefon piefgree, selon la methode decrite k Peacemple 8 de la 
demande de brevet WO 96/40067. H est possible egalement d'utiliser un prodirit obtenu par 
reaction de cholesteryl chloroformate et de N.NJN trim6thy]etliyl6nediamine. 

Par oligonucleotide au sens de la presente invention, on comprend un oligonucleotide simple 
brin ayant de 6 4 100 nucleotides, de preference de 6 4 30 nucleotides. II part s'agir 
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d'oligoribonucleotide, ou d'oHgodesoxyribonncleotide. On utilise notamment des 
oligonucleotides comprenant au moins une sequence dinucldotidique Cytosine, Guanine, dans 
laquelle ni la Cytosine ni la Guanine ne sont methyiees. Tout autre oligonucleotide connu pour 
gtre, par sa nature mSme, inimunostimulant, peut,6galement convenir aux fins de linventioa 
5 On a obtenu de paiticulierement bons rfeultats en utilisant un oligonucleotide dont la sequence 
est decrite dans la demande de brevet WO96/02555 sous SEQ ID N* 15, qui est reprise d- 
aprts: 5 1 GAGAACGCTCGACCTTCGAT 3'. 

Les oligonucleotides convenant aux fins de 1'invention peuvent se presenter sous forme de 
phosphodiester, ou sous toute autre forme etudiee afin de les ameiiorer, notamment en tenne 

10 de stability a frri, 31 est possible dHxtiliser des oligonucleotides se presentant sous forme de 
phosphorothioates ou dliybrides phosphodiester/phosphorothioates, Bien qull sort possible 
d*utiliser des oligonucleotides provenant de sources datides nudfiques ©dstantes tel que 
l'ADN g&iomique ou le cADN, on prefere utiliser des oligonucleotides de synthase. Ainsi, il 
est possible deiaborer des oligonucleotides sur support solide en utilisant la methode P-cyano 

15 ethyl phosphoxamidhe (Beaucage, SX. and Caruthers, MJBL Tetrahedron Liters 22, 1859 - 
1862 (1981)) pour l'assemblage S'-S'. 

Les oligonucleotides phosphorothioates out un des atonies d'Oxygene composant le 
groupement Phosphate qui est remplace par un atome de Soufre. Leur synthase peut gtre 
effectuee comme precedmnnent decrit, sauf a remplacer la solution iode/eau/pyridine 
20 tetrahydrofurane qui est utilisee lors de l'etape d'oxydation necessaire &la synthase des liaisons 
phosphodiester par une solution TETD (tetraethylthiuram disulfide) apportant les ions sulfites 
pennettant de produire le groupement phosphorothioate. 

On peut egalement envisager d'autres modifications des liaisons phosphodiesters, des bases ou 
des sucres, pour modifier les proprietds des oligonucleotides utilises, et notamment pour 
25 accroitre leur stability 

Par i^ponse immunitaire de type Thl au sens de la presence invention, on entend une reponse 
mmamrtaire spedfique de rantigfcne caracterisee en ce qu'elte entraine une production orientee 
de cytokines, prindpalement lTnterfiron y et WL2, et une production massive de certaines 
30 sous-classes d'anticorps (Le. IgG2a chez la souris). 

On peut Element observer une production de cellules T cytotoxiques. 
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Par rfiponse immunitaire de type Th2, on entend une rSponse immunitaire qui se traduit par une 
production majoritaire dTL4 et dTL5, ainsi que par une production massive de certaines autres 
sous-classes d'anticoips ( i.e IgGl chez la souris). Jfcfc 

5 Lorsqu'on veut 6tudier le type de r6ponse immumtaire induhe par une composition vaccinate, 
onpeut effectuer des dosages comparatifs des IgGl et des IgG2a sp&ifiques produites lors de 
Tadmbistration de la composition vaccinale &udi6e i des souris; une reponse de type Thl se 
traduit par une plus forte production d f IgG2a spedfiques conduisant k une valeur fkible du 
rapport IgGl/ IgG2a, alors qutae reponse de type Th2 se traduit par une plus forte production 

10 cT IgGl sp&ifiques conduisant & une valeur forte du rapport IgGl/IgG2a. 

Altemativement, le dosage des cytokines produites permet ggalement, lors de tests in vitro ou 
sur animaux, tfappr&aer rorientation de la riponse immunitaire; on part notamment eflfectuer 
le rapport ILS/INFy; une reponse de type Thl se traduisant par une valeur feible de ce rapport 
alors qu'une reponse de type Tb2 se traduit plutot par une valeur elevee de ce rapport 

15 H est egalement possible d'observer la quantiti d 1 IgA dont la production traduit une 
orientation de la rfponse immumtaire vers le type Tb2. 

Or, selon les dbles vaccinales, Le. les maladies contre lesquefles soul destinies les 
compositions vaccinales, il peut etre souhaitable de pouvoir orienter la reponse immmritaire. 

20 

Les exemples qui suivent flhistrent, de fefon non limitative, des modes de realisation de 
Invention. 
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Exemplel 

S On a utilise du choihydrate de DC-Choi (obteau selon le .mode de prgparartion d&rit k 
1'exemple 8 de la demand© de brevet WO 96/40067) que ron a mis en suspension k 20 mg/ml 
dans du tampon TRIS-NaCI (20 nM TRIS, 150 mM NaO, pH 6.8). Apres 8 heures sous 
agitation k 35-40°C sous argon, la suspension a && rmcrofluidisSe k Taide d*un microfluidiseur 
M-110S de chez Mcroftuidics (10 cycles k 500 kPa), afin de g6n&er une suspension 

10 homog&ie de DC-Choi, que Ton a filtree sur un filtre Millex 0.45 jim . 

JBxemple2 

On a pn§par6 des oligonuddotides grSce k un automate synih&iseur fourni par Applied 
15 Biosystems qui met en oeuvre la m&hode chimique standard au phosphoramidhe et qui 
comporte k chaque cycle une dtape tfoxydation. 

Cette etape d'oxydation a 6t6 realis6e au moyen <fune solution 
iode/eaii/tStrahydrofi^^ pour obtenir une liaison phosphodiester et au moyen 

dtae solution t&raetltylthhiiWac^nMe pour obtenir une liaison phosphorothioate. 
20 On a ainsi pr£pai£ un oligonucleotide 3 Db (S) dont la s6quence est repro duhe dans la demande 
de brevet WO96/02555 sous SEQ ID NO 15 et qui comporte des liaisons phosphorothioate 
sur toute sa longueur. 

On a prepare 6galement un oligonucleotide MGC (S) dont la sequence est reproduce dans la 
demande de brevet WOOO/15256 k SEQ ID NO % qui comporte k la fois des liaisons 
25 phosphodiester et des liaisons phosphorothioate. Les liaisons phosphorothiate sont situ6es 1 
chaque extr£mit<§ ; il y a 2 liaisons phosphorothioate en 3 1 et 5 liaisons phosphorothioate en 5 \ 
Get oligonucleotide no possfcde pas de sequence CG et est utilise comme contrite n^ati£ 
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fixemple 3 

On a prepare des doses de 0,2ml de compositions vaccinates contre la grippe ayant tine des 
formulations suxvantes: 

- du vaccin grippe monovalent souche A/Singapore/6/86 (H1N1) correspondant k 5jxg de 
HAseul, 

- du vaccin grippe monovalent souche A/Singapore/6/86 (H1N1) correspondant 4 5 fig de 
HA + 200fig de DChol pr6par6 k Vexemple 1, 

- du vaccin grippe monovalent souche A/Singapore/6/86 (HIN1) correspondant i 5(xg de 
HA + 50{ig ^oligonucleotide 3Db(S) pr6par£ a Fexemple 2, 

- du vaccin grippe monovalent souche A/Singapore/6/86 (H1N1) correspondant k S|ig de 
HA + 200jig de DChol prSpanS k l'exemple 1 + SO^ig d'ohgomid&rtide 3Db(S) prSpard k 
l r exemple2 

On a administer les doses prSparfes k 4 groupes de 6 souris Balb/c, par injection p6riton6ale, 
k raison d*une 1 injection k JO et d*une inj ectbn de rappd a J2 1 . 

Pour effectuer le dosage des anticorps produhs par la technique ELIS A, on a effectue k 335, 
sur chacune des souris, des prdtevements sanguins. Les r&ultats de dosage obtenus sont 
reproduits dans le Tableau 1 d-apres, oil les titres indiqu6s sont des moyermes des thxes 
obtenus par ELISA sur chacune des 6 souris appartenant k chaque groupe. 





IgGl 


IgG2a 


IgGl/IgG2a 


Sjig HA 


20401 


4930 


9,1 


5|ig HA+ DCchol 200|ig 


127743 


10082 


12,7 


5ngHA+3Db(S)50fig 


27243 


15863 


1,7 


5|ig HA+ DCchol 200|ig + 3Db(S) SOjig 


122956 


87761 


1.4 



Ces resuhats ittustrent la synergic obtenue entre les 2 adjuvants presents dans la composition 
vacrinale sdon invention, ©a ce qui concerne la production d'anticorps IgG2a, En effet, la 
quantity d ! anticorps IgG2a produhs apres administration (Tune composition vaccinale selon 
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rinvention est bien_sup6rieure k la somme .des quantity produites apr&s administration des 
compositions vaccinates comprenant un seul des adjuvants de Tart anterieur. 

» 

Pour etudier la rSponse cytotoxique induhe, on a prSlevd k J35 les cellules spleniques des 
5 souris de chacun des groupes. 

Les cellules, dont on voulah mesurer l'activifoS cytotoxique specifique vis-i-vis de cellules- 
cables pr&entant un epitope dominant MHC classe I restraint de lli^magglutinine, out ete 
restimntees in vitro en presence de cellules stimulantes syng&riques (Issues de souris non 
imraunis&s) infect&s par le virus de la souche A/Singapore/6/86 (H1N1). 
10 Leur fonction cytotoxique a 6te mise en evidence enutilisant comme cellules-dbles des cellules 
delalignfe P8 1 5 sensibilisees par un peptide Epitope de lliema^utiiiine du virus de la souche 
A/Singaporefc/86 (H1N1). 

La lyse des cdhiles-cibles a 6t6 mesurde par une technique radioactive bas& sur le chargement 
des cellules-cables en chrome radioactif Cr-51 et sur le relargage de ce radio£16ment lors de la 
IS lyse ceHulaire. 

Pour chacune des compositions vaccinales testees, les cellules cytotoxiques out 6t& mises en 
contact avec les cellules ribles dans les proportions suivaotes: 100 cellules cytotoxiques pour 1 
ceBule-dble et 33 cellules cytotoxiques pour 1 cellule-able. 

Pour chaque valeur 100 ou 33 du ratio cellules cytotoxiques/ cellule~tible, on a effectue: 
20 - le dosage du chrome liberd spontanement sans ajout de cellules cytotoxiques, 

- le dosage du chrome Kb6r6 apr&s lyse totale des cellules-dbles, 

- ainsi que le dosage du chrome libdre aprSs action des cellules dont on veut mesurer 
l'activitd cytotoxique. 

Puis on a calcute le pourcentage de cytotoxicity de la fe$on sutvante: 

25 

100 x fliberation cellules cvtotoxiaues-Sberatioii soontanfe) 
(liberation totale -liberation spontande) 

Les r&ultats obtenus sont exprimfe dans le Tableau 2 suivant: 

30 
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Tableau2 





100/1 


30/1 


SjigHA 


43 


28 


5|igHA.+DCchol200ng 


25 


17 


5jigHA.+ 3Db(S)50ng 


49 


19 


5|igHA.+DCchol 200|ig +3Db(S) 50|ig 


71 


46 



5 Ces rfeuttats montrent que la rgponse ceQulaire apprScide par Induction de cellules 
. cytotoxiques est 6galement accrfie lors de hrtilisation d*une composition vaccinale selon 
VinventioiL 

Les resuhats obtenus dans un test analogue avec des cellules-tibles non sensibilis^es 
10 conduisent aux r&ultats suxvants exprim& dans le Tableau 3 ti~aprds: 



T ftWeau3 





100/1 


30/1 


S|igHA. 


7 


4 


5|ig HA+ DCchol 200 jig 


7 


4 


5pgHA.+ 3Db(S)50jig 


10 


9 


5jigHA.+ DCchol 200jig + 3Db(S) 50|ig 


8 


4 



15 Ces r&uttats indiquent que la reponse cytotoxique induite est une r£ponse des cellules 
cytotoxiques T CD8-K 

Si Ton consider© rensemble des r6sultats obteniis, on remarque que 1'objet de la pr&ente 
20 invention pennet d'orienter la reponse anticorps sp&afiques vers une reponse immumtaire de 
type Thl avec une diminution tr& sensible du report IgGl/IgG2a, tout en maintenant le 
niveau de production des IgGl sp&ifiques equivalent & cehri obtenu lorque la composition 
vaccinale ne comprend qu*un seul adjuvant consthue par du DCchol. Cette orientation de la 
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r6ponse en anticorps est en outre avantageusement associde k une induction de cellules 
cytotoxiques, et notamment de cellules T CD8+. 

Exempte4 

5 

On a pr6par6, comme k l'exemple 3, des doses de 0,2nd de compositions vaccinates centre la 
grippe ayant une des formulations suivantes: 

- du vaccin grippe monovalent souche A/Singapore/6/86 (H1N1) coirespondant k 5\ig de 
HAseul, 

10 - du vaccin grippe monovalent souche A/Singapore/6/86 (H1N1) coirespondant I Sjxg de 
HA + 200ne de DChol pr6par6 k l'exemple l a 

- du vaccin grippe monovalent souche A/Singapore/6/86 (H1N1) coirespondant a 5jig de 
HA. + S|ig d'oligonucteotide 3Db(S) pr6par6 k l ! exemple 2, 

- du vaccin grippe monovalent souche A/Singapore/6/86 (H1N1) coirespondant i 5fig de 
15 HA + 200jig de DChol prepaid k l'exemple 1 + 5jig d'oligonud&tide 3Db(S) pr6par6 k 

l'exemple 2. 

On a injects k des souris r^parties en 4 groupes de 6, en sous-cutan6 cette fois, une dose de 
chacune des compositions vaccinates ( 1 groupe de 6 souris par formulation vaccinate) k JO et k 
J21. Les serums ont && pr&ev& et dos6s de la meme fepon que dans rexpfcience prec6dente. 
20 Les resuhats obtenus relativement aux dosages des anticorps produits sont recapitulSs dans le 
Tableau 4 ti-aprds: 





IgGl 


IgG2a 


IgGl/IgG2a 


SjigHA. 


6S82 


585 


11,8 


5ngHA.+DCchol200jig 


108211 


20443 






4519 


384 


11,8 


5(ig HA.+ DCcfaol 200fig + 3Db(S) 5pg 


133544 


59545 


2,2 



Les tests de cytotoxidtfi ont montrt, de la m§me fepon qu'i fexemple 3, qu'avec une 
25 composition seion Invention, on induisait des cdhiles cytotoxiques, et notamment des ceflutes 
TCD8+. 
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En outre, des dosages dlnterferon y out montrf qu'il y avait une induction importante de la 
production de cette cytokine. 

Ces r6sukats montrent, de la m&ne fepon qu'l l'exemple 3, qu'il y a une synergie entre l'eflfet 
5 des 2 adjuvants, notamment encequi concenie la r£ponse en IgG2a, m§me lorsque la quantity 
^oligonucleotide est r&iuite t une valeur & laquelle son eflfet adjuvant n'etait pas detectable. 
Contrairement i oe qui est observe habitudlement ,on constate en outre, qu f a n*y a aucun effet 
inhibiteur de ftm des adjuvants sur Faction de Fautre, lorsqu'on utilise une composition selon 
Hnvention. 

10 

Exerqple5 

On a prepare des compositions vaccinates contre le vims de finramnodfifidence humaine de 
type I (VTH-1) dans lesquelles l'antigene est la glycoproterne d'enveloppe gpl60 MN/LAI-2. 

15 Cet antigene contient la portion gpl20 de Ksolat VIH-1 MNetla portion gp41 de fisolat YE- 
1 LAL La gp41 a 6t£ delete de son site de clivage avec la gpl20 et de sa partie 
teansmembranaire de fecon a obtenir une gjtycoproteme non clivee et essentiellement secr&ee. 
L'antigene est produh a partir de la lignee cellulaire de hamster BHK-21 infectee par le virus 
recombinant de la vaccine WTG.9150 derive de la precedente construction WTG.1163 

20 (Kieny, M.-P. et aL 1988, Protein Eng, 2(3) : 219-255), puis est purifie par chromatographie 
d'echange dlons sufvie d*une chromatographie d4mmunoaffinite. 

Les doses vaccinantes de 20ul repondaient a Fune des formulations suivantes: 

- 25 pg de gpl60 uniquement, 

25 - 25pgo^gpl«) + 50pgd , oUgonudeotide3Db(S)prepar6aPexenH)Ie2^ 

- 25 pg de gpl60 + 50 pg d'oligonucleotide MGC prepare a rexemple 2 + 200 pg de 
DCchol prepare a l'exemple 1, 

- 25 pg de gpl60 + 50 pg d'ofigonucleotide 3Db(S) prepare a rexemple 2 + 200 pg de 
DCchol prepare" a l'exemple 1. 

30 On a inject les doses vaccinantes preparees a 4 groupes de 6 souris (1 formulation par 
groupe) par voie rectale, sous anesthesie, a raison de 4 injections separees chacune de 2 
semaines ( soient Jl, J15, J29 et J44). 
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A J57, on a prflev6 serum, on a recueilli les f&c&s et on a proc&16 a des lavages rectaux afin 
d'efifectuer les dosages suivants: 

- dosage par ELISA des IgG anti-gp 160 dans le s&um, 

- dosage par ELISA des IgA et des IgG totales ainsi que des IgA et des IgG sp6rifiques 
5 anti-gpl60 dans les lavages rectaux, 

- dosage par ELISA des IgA et des IgG totales ainsi que des IgA et des IgG sp&afiques anti- 
gpl60 dans les fficte. 

La composition vaccinale contenant roligonucl&rtide MGC a &e consid&rfie comme un 
10 controle n^atif par rapport 4 Poligonucl&rtide 3Db(S). En effet, roligonudeotide MGC s'etait 
r^vele ne pas etre iinmunostimulant dans des experiences pr£c£dentes. 

Les resultats obtenus sont r&apitul& dans les tableaux ci-aprfes; seules les moyennes par 
groupe de souris ayant re^u la m&ne composition vacdnale sont indiquSes. 

15 

Tableau 5: Dosage des IgG sp&afiques dans le serum: 





IgG anti-gp 160 en ug/ml 


25nggpl60 


60,55 


25 jig gpl60 + 50 jig 3Db(S) 


46,97 


25 jig gpl60 + DCcfaol 200yg + 50jig MGC 


47,85 


25 ug gpl60 + DCchol 200ug +50|ig 3Db(S) 


645,26 



Ces resultats montrent la synergie exerc6e par les 2 adjuvants pour la production dlgG vis4r 
20 vis de 1'antigene gpl60, lors d*une administration par voie muqueuse. 
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Tableau 6 : Dosage des IgA et des IgG dans les lavages rectaux: 





IgAspec/IgAtot 
en% 


IgGspecJIgGtot. 
en % 


25 jig gpl60 


0,15 


3,68 


25 uggpl60 + 50fig3Db(S) 


0,91 


2,46 


25 |ig gpl60 + DCchol 200ug + 50ng MGC 


0,68 


1,07 


25 jig gpl60 + DCchol 200pg +50ng 3Db(S) 


1,53 


12,43 


TwfrH'T 7' Dosage des IgA et des IgG dans les Sees: 




IgAsp&VIgAtot 
xlO 4 


IgGspecTIgG 
tot 
en% 


25 (iggpl60 


2,44 


0,00 


25 ng gpl60 + 50 fig 3Db(S) 


18,05 


1,33 


25 fig gpl60 + DCchol 200ug + 50ug MGC 


43,38 


0,00 


25 pggpl60+DCchol200jig+50pg3Db(S) 


104,79 


3,03 



Ces resuhats montrent Feflfet synergique obtenu grSce i l'objet de la presente invention, vis-&- 
vis de la production locale dfrmnunoglobulines G et d'immunoglobulines A sp6dfiques. 



Cette capacity i stimuler localement la production dlgA specifiques est particufifcrement 
recherchge dans certaines applications vaccinates, et confinne KnterSt de l'objet de la pr&ente 
invention. 
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REYENDICAHONS 

1. Composition vaccinate comprenant au moins un antigene, un lipide cationique et un 

oligonucleotide K fltfltiyp g tiTrnilant 

2. Composition vaccinate selon la revendication 1, caract&iste en ce que ledit lipide 
cationique est du DCchoL 

3. Composition vaccinale sdon une des revendications prdcedentes, caract&isfe en ce que 
ledit antigene est un antig&ie du vims influenza. 

4. Composition vaccinale selon une des revendications 14 2, caract&is6e en ce que ledit 
antig&ne est un antig&ne du virus VfflL 

5. Composition vaccinale selon une des revendications prec&ientes, caraeterisee en ce qu'dle 
est destinde k une administration muqueuse. 

6. Composition vaccinale selon une des revendications 1 4 4, caract&isfe en ce qu'elle est 
destinee a une administration parenterals 

7. Utilisation dHine composition comprenant au moins un antigtae, un Kpide cationique et un 
oligonucleotide pour la fabrication dhin vacdn capable d'induire une reponse immunitaire 
de type Thl lors de son administration par voie parenterals 

8. Utilisation d*une composition comprenant au moins un antigene, un lipide cationique et un 
oligonucleotide pour la febrication dHin vacdn capable d'induire une forte production 
d'anticorps IgA spedfiques dudit antigene lors de son administration par voie muqueuse. 

9. Utilisation d*une composition comprenant au moins un antigene, un lipide cationique et un 
oligonucleotide pour la febrication d"un vacdn capable d'induire une reponse immunitaire T 
cytotoxique lors de son administration par voie parenterale. 
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10. Utilisation June composition comprenant au mobs un antigene, un lipide cationique et un 
oligonucleotide pour la fabrication <fun vaccin capable d'induire une reponse immunrtaire 
de type Th2 tors de son administration par voie muqueuse. 

11. Utilisation sdon une des revendications 7 & 10, caract&isee en ce que ledit lipide 
cationique est du DCcboL 
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